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摘要 : 用 免疫 细胞 化 学 方法 检测 了 原 癌 基因 FOS EA, 17885 (Ej) PUR Seth CERO 在 中 国 林 蛙 
生 精 周期 中 不 同时 期 精 烛 内 的 表达 定位 。 结 果 显示 : 在 中 国 林 蛙 生 精 周期 的 上 一 V 期 ，E MER 在 精 原 细胞 、 
精 母 细胞 、 精 子 细胞 、 精 子 、 支 持 细胞 和 间 质 细胞 内 均 有 表达 。 在 不 同时 期 的 精 菜 中 ，E2 和 ER 在 生 精 细胞 的 
定位 具有 一 致 性 : 在 1| 一 川 期 , 精子 细胞 的 E, 和 ER 阳性 表达 最 强 ; 在 川 期 , 精子 中 E, MER 阳性 反应 强度 显 
著 高 于 N 一 V 期 (P<0.01)。 在 生 精 周期 的 1 一 V 期 ,支持 细胞 中 ，E,s 和 ER 表达 强度 经 历 由 强 减弱 再 增强 的 
变化 过 程 。 在 生 精 周 期 的 川 期 ， 间 质 细胞 中 E; 和 ER 阳性 反应 强度 高 于 其 他 各 期 。 除 精子 外 的 生 精 细胞 ， 支 持 
细胞 和 间 质 细胞 内 均 有 POS 阳性 反应 ， 其 表达 强度 呈现 阶段 性 变化 。 
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Expression of c-fos , Oestradiol and Oestrogen Receptor 
in the Testis of Rana chensinensis at Different Stages 


YANG Chun'?, ZHANG Yu-hui?> * 
(1 College of Life Science, Shaanxi Normal University, Xi'an 710062, China; 
2 College of Life Science, Shanxi Normal University, Linfen 041004, China ) 

Abstract; Localisation of FOS, 17f-oestradiol ( E; ) and oestrogen receptors ( ER ) was investigated in testes at differ- 
ent stages of the spermatogenetic cycle of Rana chensinensis , using immunocytochemistry. The results showed that Ez and 
ER are expressed in spermatogonia, spermatocytes, spermatids, spermatozoa, Sertoli cells and Leydig cells from stage | 
to stage V of spermatogenesis. A strong positive co-expression of E; and ER was observed in spermatids in stage || and 
stage ||. The staining intensity of E, and ER in stage ||| spermatozoa was significantly higher than in stages IV and Y ( P. 
<0.01). Expression of Eo and ER in Sertoli cells appears in stage | and decreases in intensity from stage || to stage 
IV, but increases in stage V . Expression of E? and ER in Leydig cells was higher in stage ||| than in other stages. FOS 
was localised in spermatogonia, spermatocytes, spermatids, Sertoli cells and Leydig cells but not spermatozoa. Expression 


of FOS showed stage-specific characteristics . 


Key words: Rana chensinensis ; Testis; Proto-oncogene; Oestradiol-178; Oestrogen receptor; Immunocytochemistry 


早 在 20 世纪 30 年 代 ， 人 们 就 认识 到 雄性 动物 RAMA (ERKO) 小 鼠 不 育 表明 ， 雌 激素 
HARER (O'donnell et al, 2001). Am, Y ” ”为 雄性 授精 所 必须 ( Eddy et al, 1996; Hess et al, 
时 认为 雌 激 素 对 精 业 和 雄性 生殖 功能 的 作用 很 小 ， ”1997 )。 在 哺乳 类 发 育 的 各 个 阶段 ， 精 人 梨 都 能 合成 
所 以 雄性 的 肉 性 激素 功能 被 忽略 。 近 年 来 ， 将 肉 激 ”上 内 激素 并 能 对 雌 激 素 作 出 反应 。 上 肉 激 素 对 间 质 纪 
素 作为 “雌性 激素 "; 而 将 和 学 酮 作为 “雄性 激素 ” ” 胞 、 支 持 细胞 、 生 精细 胞 的 发 育 和 功能 维持 非常 重 
的 传统 观念 受到 挑战 (Sharpe，1997, 1998). HEE Æ (O'donnell et al，2001 )。 对 离 体 培养 的 小 鼠 支 
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持 细胞 研究 证 实 ， 雌 激素 在 精子 发 生 的 调控 中 具有 
重要 作用 ， 雌 激素 的 效应 依赖 于 靶 组 织 中 上 峻 激素 受 
体 的 恰当 表达 (Mac Calman et al, 1997) REE 
有 少数 关于 ERa, ERB 分 布 定位 的 报道 ， 但 是 不 同 
研究 者 的 研究 结果 颇 不 一 致 (0 "donnel et al, 
2001). XTHRSCHENE ( Triturus marmoratus marmora- 
tus) 的 研究 表明 ， 雌 激素 调控 蝶 晨 精 巢 的 发 育 
( Arenas et al，2001 )。 但 用 雌 激素 及 甚 受 体 在 两 栖 
动物 精 梨 表达 的 年 周期 变化 ， 进 而 证 实 其 与 精子 发 
生 的 关系 仍 未 见 
原 瘤 基因 的 
生 过 程 中 的 细胞 
et al, 1999). fi! 







































































道 。 
白 产 物 广泛 参与 洗 椎 动物 精子 发 
E 长 、 分 化 和 形态 建成 ( Cobellis 
永 激 素 能 够 促进 体外 培养 的 猪 间 
质 细 胞 和 大 鼠 支 持 细胞 内 原 癌 基 因 表 达 ， 但 类 固 醇 
激素 与 原 癌 基 因 的 关系 仍 不 明确 (Hall et al, 
1991). TE& HE ( Rana esculenta )， 雌 二 醇 〈178- 
estradiol, E2) 诱导 c-fos TEMA PRIA, mE FOS 
蛋白 转运 到 精 原 细胞 的 核 中 ， 促 使 其 分 裂 增 殖 
(Cobellis et al, 1999). c-fos X326 27 1858 C Batra- 
chuperus tibetanus ) 精 原 细胞 的 有 丝 分 裂 有 促进 作 
(Li et al，2006 )， 但 与 类 固 醇 激素 之 间 的 关系 
未 得 到 证 实 。 在 不 同 物 种 的 精子 发 生 中 ，c-fos 的 
表达 存在 着 差异 ，E 诱导 c-fos 表达 及 其 普遍 性 规 
律 仍 须 更 多 的 实验 证 实 。 

中 国 林 蛙 〈 Rana chensinensis ) 是 我 国 重要 的 
广 布 经 济 两 栖 动 物 (Ye et al, 1993) P EPR ER 
精子 发 生 属 于 非 连续 型 ， 精 巢 系 数 的 变化 与 精子 发 
# (Yang € Zhang, 2005 )， 婚 垫 发 
与 精子 发 生 进程 和 精 集 系数 具有 相关 
TE (Yang et al, 2005 )。 中 国 林 蛙 的 生 精 周期 可 划 
分 为 5 个 时 期 ，I 期 (5 一 7 BO 为 精 原 细胞 增殖 
H: 工期 (8 一 9 月 ) 为 精 母 细胞 成 熟 分 裂 期 ; M 
Jj (9—10 HO 为 精子 形成 期 VA (11 HEZE 
2 月 ) 为 成 熟 精子 贮存 越冬 期 ; VI BEE 3 一 5 
月 ) 为 精子 排放 期 (Yang & Zhang, 2005). 由 于 中 
国 林 星 精子 发 生 的 这 一 阶段 性 特点 ， 使 它 成 为 研究 
激素 调节 精子 发 生机 制 的 理想 动物 之 一 。 本 文采 用 
免疫 细胞 化 学 方法 检测 原 癌 基因 蛋白 FOS、E, 及 
HEIE (estrogen receptor, ER) P EAE SR PI 
的 表达 定位 ， 旨 在 探讨 c-fos ME, 在 精子 发 生 中 的 
调节 机 制 ， 探 索 中 国 林 蛙 生殖 活动 的 特点 和 规律 ， 
并 为 两 栖 动 物 生殖 内 分 泌 学 研究 积累 资料 。 
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1 材料 和 方法 


1.1 切片 的 制备 

中 国 林 蛙 雄性 成 体 于 2002 年 5 月 一 2003 年 4 
月 采 于 秦岭 北 坡 、 西 安 市 长 安 区 大 峪 水 库 附近 的 沟 
莫 地 带 ， 每 月 采集 一 次 ， 每 月 实验 用 6 只 ， 共 72 
Ro 24h 内 毁 匡 处死， 剖腹 摘 取 精 梨 。 取 材 后 立即 
置信 新 配制 的 改良 Bouin 's 液 固定 24h， 常 规 石蜡 
切片 ， 厚 5 一 8 km。 切片 禄 于 履 有 铬 钒 明胶 的 载 玻 
片上 ， 置 于 恒温 箱 内 烘 干 。 
1.2 ”免疫 细胞 化 学 染色 

采用 SABC 法 进行 免疫 细胞 化 学 反应 。 切 片 经 
脱 晴 复 水 后 ， 漫 人 新 鲜 配 制 的 3% H20; 溶液 中 ， 
室温 处 理 5 一 10 min 以 灭 活 内 源 性 酶 ， 蒸 馏 水 洗 2 
minx 3 次 。 滴 加 复合 消化 液 ， 室温 10 min, 0.1 
mol/L PBS 洗 2 min x 3 次 。 正 常山 羊 血清 室温 封闭 
20 min， 甩 去 血清 ， 滴 加 第 一 抗体 ， 分 别 为 免 抗 人 
E, (1:100, Boster 产品 )， 免 抗 人 ER (1:100, 
Boster 产品 ) 和 免 抗 人 FOS (1:100, Boster 产品 ), 
ACER 24h, 0.1 mol/L PBS 洗 2minx3 次。 第 二 
抗体 为 即 用 型 羊 抗 免 IgG (Boster ^85), 25 CER 
30 min, 0.1 mol/L PBS Y 2 min x 3 次。 再 滴 加 
SABC 复合 物 ( Boster 产品 )， 室 温 孵 育 20 min, 
0.1 mol/L PBS 洗 5 min x 4 次 。 最 后 用 DAB 显 色 
5 一 15 min， 用 0.1 mol/L PBS 充分 冲洗 以 终止 反 
应 。 蒜 饮水 冲洗 后 ， 脱 水 、 透 明 、 中 性 树胶 封 片 ， 
光 镜 下 观察 、 拍 照 。 空 白 对 照 用 PBS 蔡 代 第 一 抗 
体 进行 免疫 细胞 化 学 染色 。 
1.3 ”图 像 分 析 及 统计 学 处 理 

切片 在 Leica DMLB2 型 光学 显微镜 下 观察 拍 
BR. Qwin Và 图 像 分 析 系 统 (Lecia) 分 别 测 定 1 一 
12 ARHI FOS. Ej 和 ER 抗体 免疫 染色 反应 
的 灰 度 值 ， 每 个 材料 选取 3 张 切 片 ， 随 机 测试 10 
个 阳性 细胞 的 灰 度 值 。 灰 度 分 为 0 一 256 级 ， 反 映 
免疫 阳性 反应 着 色 强 弱 。 测 量 的 灰 度 值 越 小 ， 阳 性 
反应 越 强 。 采 用 sPSS10.0 软件 中 的 Kolmogorov- 
Smirnov 检验 所 得 数据 符合 正 态 分 布 后 ， 再 进行 单 
因子 方差 分 析 (ANOVA )。 检 测 灰 度 值 ， 数 据 以 平 
均值 标准 误 表 示 ， 取 P «0.01 作为 差异 显著 性 
的 界 值 。 


2 结 果 
2.1 生 精 细胞 、 支 持 细胞 和 间 质 细胞 内 E, 的 表达 
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Es 阳性 反应 在 胞 质 或 /和 胞 核 内 ， 着 色 程 度 由 319 83.702 4.46 10 85.794 3.68 (#2). III— V 
浅黄 至 棕 黄色 ， 空 白 对 照 无 阳性 反应 。 在 生 精 周期 ”期 ,成 熟 精子 头 部 是 ER 的 主要 反应 部 位 (图 12, 
的 I 一 V 期 ，E, 阳性 颗粒 主要 分 布 于 精 原 细胞 的 。 13)。 在 夺 期 ,精子 阳性 反应 强度 明显 高 于 他 期 和 
胞 核 (E1, 3, 4, 6) TET HH, 精 原 细胞 E, 阳  V 期 ( 表 2)。I 一 V 期 ,ER 在 支持 细胞 内 均 有 阳 
性 反应 ， 其 平均 灰 度 值 为 99.80 + 2.84， 但 不 同时 ”性 反应 ， 亚 期 反应 最 弱 (图 12 )， 其 平均 灰 度 值 为 
期 精 原 细胞 阳性 反应 强度 无 显著 差异 (E1) 精 141.22+3.88( 表 2)。 EIN, DRAG ER 的 
母 细胞 仅见 于 开 期 和 亚 期 ， 精 母 细 胞 胞 核 及 胞 质 中 “阳性 反应 强度 明显 高 于 工期 、K 期 和 V 期 。 
A Es 阳性 颗粒 分 布 ( 图 3，4) ZETA, 23 生 精 细胞 、 支 持 细胞 和 间 质 细胞 内 FOS 的 表达 
精子 细胞 中 Es TEREZY, WREE (图 3， FOS 阴性 反应 同样 在 胞 质 或 胞 核 内 ， 着 色 程 度 
4). INH, THE, 免疫 反应 由 强 减 绊 ， 由 “有 浅黄 或 棕 黄 色 。 在 生 精 周期 的 [一 V 期 ， 精 原 细 
期 的 黄色 转变 为 浅黄 色 (图 5 一 8 )。 支 持 细胞 中 胞 核 周 和 核 内 有 FOS 阳性 反应 (图 15，20 )， 但 不 
Ej 表达 强度 经 历 由 强 减弱 再 增强 的 变化 过 程 ( 表 同时 期 FOS 阳性 反应 强度 的 差异 不 明显 ( 表 3 )。 
1, 图 1 一 6) 在 亚 期 ， 间 质 细胞 的 阳性 反应 强度 ”在 精 母 细胞 中 ，FOS 的 阴性 反应 强度 由 工期 的 阳性 
明显 高 于 其 他 各 期 ( 表 1 )。 转变 为 亚 期 的 弱 阳 性 〈 表 3 )， 阴 性 反应 位 于 核 中 
2.2， 生 精细 胞 、 支 持 细胞 和 间 质 细胞 内 ER 的 表达 (A 16 一 18 )。 不 同时 期 精子 细胞 内 FOS 的 阳性 反 
ER 阳性 反应 也 在 胞 质 或 (和 ) 胞 核 内 ， 着色 ”应 强度 存在 显著 差异 ， 的 为 强 阳性 ， 玉 期 的 为 
程度 由 浅黄 至 棕 黄色 ， 空 白 对 照 无 阴性 反应 。 在 生 ” 弱 阳 性 ( 表 3; 图 16，18 )。 精 子 内 Fos 呈 阴 性 。 
精 周期 的 I 一 V 期 ， 精 原 细胞 内 均 有 ER 阳性 颗粒 “支持 细胞 中 FOS 表达 强度 经 历 由 强 减 弱 再 增强 的 
分 布 (图 9，13，14), 但 不 同时 期 ER 阳性 反应 强 ”变化 过 程 ( 表 3; 17, 19, 20), VARIS, H 
度 无 显著 差异 ( 表 2)。[[ 期 和 五 期 ， 精 母 细胞 ER ”平均 灰 度 值 为 154.48 +4.74 (R3) 在 卫 期 和 V 
TREZ, JRE. LAMIN, Hran A, 间 质 细胞 中 Pos 的 阳性 反应 强度 明显 高 于 了 工 
棕 黄色 (图 11，12)， 为 强 阳 性 ， 其 平均 灰 度 值 分 “期 、I 期 和 K 期 ( 表 3; 图 15，18 一 20)。 

















表 1 中 国 林 峙 生 精 周期 中 生 精 细胞 、 支 持 细 胞 和 间 质 细胞 内 E» 阳性 反应 的 灰 度 值 








Tab. 1 Staining intensity ( Grey level) of E, positive reactions in spermatogenic, Sertoli and Leydig cells 
in the spermatogenetic cycle of Rana chensinensis (mean + SE ) 
阶段 精 原 细胞 精 母 细 胞 精子 细胞 精子 支持 细胞 间 质 细胞 
Stage Spermatogonia Spermatocytes Spermatids Spermatozoa Sertoli cells Leydig cells 
TH Stage 1 99.80 + 2.84* = == d 92.69 x 3.13" 111.69 + 2.37* 
TT 期 Stage II 109.02 +3.01* 113.08 + 9.71* 71.822 5.19^ zx 117.52 + 5.20* 113.98 + 3.04* 
下 期 Stage II 106.29 + 2.33* 114.22 + 3.82* 78.794 8.37 108.47 + 3.88" 118.87 + 3.66* 90.16 + 2.45% 
下 期 Stage IV 112.09 + 2.3% = 119.49 + 6.777 131.31 45.207 110.50 + 3.89* 113.34 + 2.80° 
Viu Stage V 102.45 + 3.28* PE mi 129.01 + 2.93* 86.37 + 2.85" 120.30 + 1.92* 





同 列 不 同上 标 字 母 表示 平均 数 间 差 异 极 显著 ( In the same column, means with different superscripts are significantly different. n 2 6, P «0.01, 
ANOVA-LSD ), —: 该 期 未 见 此 类 细胞 ( Absence of cellular type in the stage Jo 





R2 中国 林 蛙 生 精 周 期 中 生 精 细胞 、 支 持 细胞 和 间 质 细胞 内 ER 阳性 反应 的 灰 度 值 
Tab. 2 Staining intensity ( Grey level) of ER positive reactions in spermatogenic, Sertoli and Leydig cells 
in the spermatogenetic cycle of Rana chensinensis (mean + SE ) 











阶段 精 原 细胞 精 母 细胞 精子 细胞 精子 支持 细胞 间 质 细胞 
Stage Spermatogonia Spermatocytes Spermatids Spermatozoa Sertoli cells Leydig cells 

T #4 Stage I 108.48 + 3.927 ee == = 118.39 +4.82% 121.79 + 2.75* 
T 8 Stage II 117:22 32.97 121.46 + 3.06* 83.70 +4.46® = 138.59 + 4.79" 112.20 + 6.36% 
TL Stage 111 122.14 + 4.34 114.93 + 2.50* 85.79 + 3.68" 112.44 x 4.24^ 141.22 + 3.88* 97,91 x 4.69» 
WH Stage IV 121.66 + 1.24 ar 114.31 + 2.70* 133.62 + 3. 10* 110.25 + 8.05" 116.55 + 2.28* 
V HB Stage V 115.71 £ 3.73* 7 = 148.55 + 3.50* 97.34 +8.35 128.52 + 4.82% 





同 烈 不 同上 标 字 母 表示 平均 数 间 差 异 极 显著 (In the same column, means with different superscripts are significantly different. n 2 6, P «0.01, 
ANOVA-LSD ), — : 该 期 未 见 此 类 细胞 ( Absence of cellular type in the stage Jo 
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Figs. 1-21  Immunocytochemistry distribution of Ez, ER and FOS in testes of Rana chensinensis 
SPG: 精 原 细 胞 《 Spermatogonia ); SPC: 精 母 细胞 ( Spermarocytes ); SPT: 精子 细胞 《 Spermatids ); SPZ: 精子 ( Sper- 
matozoa ); Sert: 支持 细胞 { Sertoli cells ); Leyd: 间 质 细胞 《Leyqig cells )。 
图 中 标尺 均 为 20 pm ( Bar = 20 pm Jo 
1-8: E; 阳性 表达 { E, is positive); 9-14: ER 阳性 表达 (ER is positive); 15-20: FOS 阳性 表达 (FOS is positive); 
21. 精 昔 阴性 对 照 《 Negative control Jo 
1, 9, 15: IJ (Stage T ) 2-3，10-11，16-17，21: [HH {Stagell ); 4-5, 12, 18: 而 期 (Stage M); 6-7, 13, 
19: NÆ (Stage N}; 8, 14, 20: VAR (Stage Y Jo 








3 讨论 配子 发 生 和 排放 的 调控 、 生 殖 行为 、 第 二 性 征 发 育 
等 复杂 的 生殖 过 程 中 发 挥 重要 作用 (Evans, 1988) 
31 E 在 生 精 周期 不 同 阶段 的 作用 本 实验 结果 显示 ， 在 中 国 林 蛙 生 精 周期 的 不 同时 期 ， 








上 肉 激 素 对 靶 组 织 的 作用 由 其 受 体 ER FS, ER. ”Fs 和 ER 在 精 集 中 的 细胞 定位 具有 一 致 性 ， 表 明 E, 
作为 配 体 激 活 的 转录 因子 调控 披 基 因 表 达 。ER 在 。 可 能 通过 ER 参与 中 国 林 蛙 精子 发 生 的 调控 过 程 。 












































308 动物 学 研究 28 卷 
表 3 中 国 林 坚 生 精 周期 中 生 精 细胞 、 支 持 细胞 和 间 质 细 内 FOS 阳性 反应 的 灰 度 值 
Tab. 3 Staining intensity ( Gray level ) of FOS positive reactions in spermatogenic, Sertoli and Leydig cells 
in the spermatogenetic cycle of Rana chensinensis (mean + SE ) 

阶段 精 原 细胞 精 母 细 胞 精子 细胞 精子 支持 细胞 间 质 细胞 
Stage Spermatogonia Spermatocytes Spermatids Spermatozoa Sertoli cells Leydig cells 

T #4 Stage I 112.88 14.76" E = 116.65 + 4,96» 117.02 +3.35? 
T 88 Stage 11 127.65 + 2.92» 101.77 + 6.84» 83.98 + 3.62* Pa 127.22+3.14% 110.59 + 2.55? 
THA Stage 111 97.81 +0.874 153.85 + 3.90* 126.74 + 2.75» a 121.78 + 2.23% 86.20 + 2.39* 
WH Stage IV 149.32 +4.82° EA 145.21 € 4.60* = 154.48 + 4.74% 134.44 + 4.15* 
VÍA Stage V 123.37 + 3.57% = - 113.49 + 1.41% 94.85 + 2.93* 








ANOVA-ISD), 一 : 





在 生 精 周期 的 I 一 V 











H, E, MER 阳性 反应 主要 在 
精 原 细胞 的 胞 核 ， 两 者 定位 一 
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细胞 内 均 有 ER 








阳性 反应 〈Arenas et al, 2001). TEH ZR 8589 ( An- 


guilla japonica ) 精子 发 生 的 全 过 程 ， 


ER 表达 (Miura et al, 





1999 )。 这 些 与 本 实验 结 





















































































































































































































































是 Ey 作用 的 初级 靶 细 胞 (Abney，1999 )。 在 两 栖 
Æ, Moger (1980) 曾 报道 ，E， 能 
( Necturus maculosu ) 间 质 细胞 的 类 固 醇 生成 。 食 
ERAB ER 4378. (Fasano et al, 1989), E; 抑制 
雄 激素 产生 (Pierantoni et al, 1986; Fasano et al, 





同 列 不 同上 标 字 母 表示 平均 数 间 差异 极 显著 (In the same column, means with different superscripts are significantly different. n 2 6, P < 0.01, 
该 期 未 见 此 类 细胞 ( Absence of cellular type in the stage Jo — : 阴性 ( Absence), 
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1991 )， 而 又 能 够 增强 精 原 细胞 的 增殖 ( Minucci et 































































































































































































































































































相似 ,但 中 国 林 蛙 生 精 周期 不 el al, 1997 )。 在 中 国 林 蛙 生 精 周 期 的 I 一 V 期 ，E， 
ERR, E, 的 作用 也 不 尽 相 同 。 和 ER 在 间 质 细胞 内 均 有 表达 ，E 可 能 作为 一 种 过 
在 食用 蛙 ，E, 诱导 c-fos 在 精 梨 中 表达 ， 而 后 ”分泌 因子 调控 间 质 细胞 的 功能 和 发 育 。 在 食用 幅 ， 
FOS 蛋白 转运 到 精 原 细胞 的 核 中 ， 促 使 其 分 裂 增殖 。 ”此 激素 通过 抑制 17o- 羟 化 酶 和 C17 -20 裂解 酶 而 减 
(Cobellis et al, 1999). EHEN, Æ IH, E, 的 少 雄 激素 的 合成 。E 也 可 能 通过 减少 间 质 细胞 内 
主要 作用 是 诱导 精 原 细胞 增殖 ( Fasano et al, 雄 激 素 的 合成 实现 自我 调控 。 本 实验 结果 显示 ， 不 
1995 )。 在 了 [一 人 期, 精 原 细胞 也 接受 E, 的 调控 ， ”同类 型 生 精 细胞 内 均 有 Es 和 ER 阳性 反应 ， 在 生 
Es 有 防止 精 原 细胞 凋 亡 、 维 持 精 原 细 胞 活性 的 作 。 ” 精 周 期 第 耳 期 ， 精子 细胞 呈 强 阻 性 反应 。 间 质 细 胞 
。 在 黑熊 ( Ursus americanus) SARS, HEARS ”内 Es 和 ER 的 免疫 反应 强度 明显 高 于 其 他 各 期 。 
恢复 精子 发 生 过 程 具 有 重要 作用 (Carreau, 2001). ”这 说 明 ， 该 时 期 精 集 内 E, 的 合成 较 活跃 ，E, 对 间 
在 中 国 林 峙 生 精 周 期 的 第 V 期 E, 和 ER 的 细胞 定 。 质 细胞 内 雄 激 素 合成 的 抑制 作用 较 其 他 时 期 明显 。 
位 表明 ，E, 可 能 在 冬眠 后 精子 发 生 的 恢复 中 发 挥 支持 细胞 在 精子 发 生 的 建立 和 维持 中 发 挥 重 要 
重要 作用 ， 启 动 新 一 轮 精 子 发 生 。 林 蛙 的 精 母 细胞 的 作用 (Sneddon et al，2005 )。 支 持 细 胞 与 生 精 细 
仅见 于 生 精 周期 的 工期 和 ， 精 母 细胞 胞 核 及 胞 。 胞 存在 形态 结构 上 的 联系 ,并 且 能 合成 和 分 泌 包 括 
质 中 有 Es 阳性 反应 。 基 于 ERB 参与 小 鼠 减 数 分 裂 。 ”类固醇 、 生 长 因子 、 阿 片 肽 、 和 蛋白酶 和 前 列 腺 素 在 
进程 的 负 反 馈 调控 或 导致 精 母 细胞 凋 亡 的 事实 内 的 大 量 因子 (Weinbauer & Wessels，1999 )。 用 类 
(Selva et al, 2004 )， 推 断 在 I 工 一 期 ，E2 也 可 能 司 醇 结 合 测定 法 证 实 ， 大 鼠 和 小 鼠 的 间 质 细胞 与 支 
有 具有 这 两 方面 的 作用 。E, 和 ER 在 精子 细胞 和 成 熟 寺 细胞 内 均 有 ER 分 布 ( Mahato et al, 2001). E; 
精子 的 核 内 的 定位 表明 ，E, 具有 防止 未 变态 精子 ”通过 ERS 调控 支持 细胞 的 功能 (Sneddon et al, 
细胞 凋 亡 ， 维 持 成 熟 精子 功能 的 作用 (Robertson et 2005 )。 在 中 国 林 蛙 生 精 周期 的 了 一 V 期， 支持 组 
al, 1999), ER 在 文昌 鱼 〈 Branchiostoma belcheri) 胞 中 Es 和 ER 表达 强度 经 历 由 强 减弱 再 增强 的 变 
和 理 纹 嵘 晨 的 成 熟 精子 中 呈 阴 性 反应 (Fang et al, Ale, 表明 E 对 支持 细胞 的 功能 调控 具有 明显 


2001; 


Arenas et al, 2001), 
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的 阶段 性 ，E, 通过 支持 细胞 的 介 
中 国 林 性 生 精 周期 的 工 
期 和 亚 期 ， 支 持 细胞 的 Es 阳性 反应 较 生 精 组 


调控 (Miura et al, 1999 )。 
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控 子 ， 施 加 雌 激 素 能 增强 男性 避孕 药物 的 促 性 腺 激 
素 抑制 效应 (Handelsman et al, 2000). E&H, 
Es 能 强烈 地 抑制 促 性 腺 激素 的 释放 《〔 Cobellis et al, 
1999 ). HM, E, 也 可 能 参与 中 国 林 蛙 精子 发 
生 的 负 反 馈 调 节 。 运 用 RT-PCR 方法 研究 发 现 ， 大 
鼠 的 间 质 细胞 、 支 持 细胞 、 精 母 细 胞 、 精 子 细胞 和 
精子 中 均 有 细胞 色素 P450 芳香 化 酶 mRNA 表达 ， 
表明 生 精 细胞 也 能 合成 E, ( Carreau，2001 )。 在 中 
国 林 蛙 ， 生 精细 胞 、 支 持 细 胞 、 间 质 细胞 内 均 有 
Es 分 布 ， 表 明 这 些 细胞 均 有 可 能 合成 E,， 并 通过 
旁 分 泌 和 自分 泌 方式 调节 类 固 醇 激素 的 合成 ， 以 维 
寺 生 精 周期 不 同 阶 段 类 固 醇 激素 的 适宜 浓度 。 
3.2 c-fos 在 生 精 周期 不 同 阶段 的 作用 

原 瘤 基因 c-fos 的 蛋白 产物 作为 核 转录 因子 在 细 
色 增 殖 和 分 化 中 发 挥 重 要 作用 。 在 欧洲 红 狐 〔 Vulpes 
vulpes ), c-fos 参与 精 原 细胞 到 精子 细胞 发 育 的 全 过 
FE (Cohen et al, 1993). 中 国 林 蛙 的 精 原 细胞 、 精 
母 细 胞 和 精子 细胞 内 均 有 FOS 阳性 颗粒 分 布 ， 这 一 
结果 支持 上 述 结论 。 在 食用 蛙 ， 当 新 一 轮 精 子 发 生 
WJS, FOS 由 初级 精 原 细胞 的 胞 质 转移 至 核 中 
( Cobellis et al, 2002), #288 FOS 由 胞 质 转运 到 核 中 
调控 精子 发 生 进程 。 在 中 国 林 蛙 生 精 周 期 的 I 期生 
H, FOS 在 精 原 细胞 和 精 母 细胞 核 与 核 周 区 域 的 定 
位 反映 了 FOS 由 胞 质 到 核 的 转运 途径 。FOS 还 可 能 
在 生 精 细胞 有 丝 分 裂 向 成 熟 分 裂 的 转化 过 程 中 发 挥 
某 种 作用 (Li et al，2006 )。 在 精 原 细胞 分 裂 活 动 减 
弱 或 消失 的 [一 期 ，FOS 也 在 生 精 细胞 核 周 分 布 
(Chief et al, 1997 )。 在 生 精 周期 的 第 V 期 ， 精 原 细 
胞 的 少量 增殖 与 FOS 的 核 内 分 布 有 关 。 
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中 国 林 蛙 支持 细胞 内 有 FOS 阳性 反应 ， 食 
EAA ( Podarcis s. sicula ) 中 也 存在 类 似 情况 
(Chieffi et al, 1995, 1997 )， 表 明 原 瘤 基 因 c-fos 可 
能 参与 支持 细胞 和 生 精 细胞 间 通 讯 (J&gou，1993 )。 
哺乳 动物 的 在 体 和 离 体 实 验证 实 ， 间 质 细 胞 内 有 
c-myc. c-fos 和 c-jun 的 表达 (Hall et al, 1991). 
中 国 林 蛙 间 质 细胞 内 FOS 呈 阻 性 反应 与 食用 峙 间 
质 细 胞 内 的 检测 结果 一 致 ( Chieffi et al, 1995 )。 精 
子 形成 和 精子 排放 需要 合成 类 固 醇 激素 来 维持 。 在 
生 精 周期 的 五 期 和 V 期 ， 间 质 细胞 内 FOS 免疫 反 
应 呈 强 阳性 ， 表 明 间 质 细胞 内 原 瘤 基因 的 活性 可 能 
与 类 固 醇 激素 合成 调控 有 关 。 在 中 国 林 星 生 精 周期 
的 第 I 期 ， Es 和 FOS 在 精 原 细胞 内 的 定位 说 明 ， 
Es 可 能 诱导 精 原 细胞 内 原 瘤 基 因 表 达 、 促 进 精 原 
细胞 有 丝 分 裂 。 在 生 精 周期 的 第 亚 期 ， 间 质 细 胞 内 
E, 和 FOS 均 呈 强 阳性 反应 ， 说 明 E, 同样 能 够 诱导 
间 质 细胞 中 c-fos RIK. ZAM, c-fos 活性 在 类 固 醇 
激素 合成 调控 和 精 巢 生理 环境 维持 中 的 作用 还 有 待 
进一步 研究 ( Chieffi et al, 1995) 

总 之 ,在 中 国 林 蛙 生 精 周 期 的 不 同 阶 段 ，E。 
通过 定位 于 各 类 生 精 细胞 的 ER 发 挥 调控 作用 ， 诱 
导 精 原 细胞 增殖 、 防 止 生 精 细胞 凋 亡 、 维 持 成 熟 精 
子 功 能 。E, 可 能 在 冬眠 后 精子 发 生 的 恢复 中 发 挥 
重要 作用 。E, 通过 旁 分 泌 和 自分 泌 方 式 调节 间 质 
细胞 和 支持 细胞 的 类 固 醇 合成 ， 以 维持 生 精 周期 不 
同 阶段 类 固 醇 激素 的 适宜 浓度 。E, 可 能 参与 中 国 
林 峙 精子 发 生 的 负 反馈 调控 。 除 支持 细胞 和 间 质 纪 
胞 外 ， 生 精细 胞 也 有 可 能 合成 E?。c-jos 参与 精 原 
细胞 到 精子 细胞 发 育 的 全 过 程 。 
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